













摘 要 采用 ESI-Q-TOF质谱分析了由 27个氨基酸残基组成的酸性多肽 ( AP )的一级结构。选用 RP-H PLC
和 MALD I-TOF质谱非在线技术分离与鉴定海兔大脑神经节 ( CG )多肽与蛋白质的组成与分布, 发现 CG中含
有 AP酶解的二聚体短肽。这些短肽序列分别为 2 ( NKDEEQRELLKA ISNLL )、2 ( NKDEEQRELLKA ISNL )、
2( SGVSLLTSNKDEEQREL )和 2( LTSNKDEEQRE LL ), 均以 L R (氨基酸残基 )方式断裂。以 AP为探针,结
合 MALD I-TOF质谱分析技术, 发现 CG中含有超微量的 L R多肽内切酶, 其分子量为 78218 25Da。本研究
中的分析方法也适合于研究其他生物体内超微量多肽及多肽酶分布与功能。
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1 引 言
海兔 ( aply sia )主要分布于沿海浅海区域, 属于腹足纲类的软体动物。由于海兔的中枢神经系统
( central nervous system, CNS)结构简单, 易分离和细胞定位, 因而它的 CNS一直是神经分子生物学的经
典比对模型







海兔 (AC)囊细胞 ( bag cell)外表层多肽组成与分布, 并发现了酸性多肽 ( AP)组成。Hummon等
[ 5]
发现
了 AC口腔神经节中含有酶切 AP (一级结构: SSGVSLLTSNKDEEQRELLKA ISNLLD) L-L酰胺键的多肽





采用 MALDI-TOF质谱技术研究厦门蓝斑背肛海兔 ( NLCS) CNS连
索外表层超微量多肽组成与分布时,也发现了神经连索外表层上含有 AP酶解产物和聚合态。由于海
兔 CNS的 AP、AP酶解产物和多肽内切酶含量很微,难于采用常规的聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PAGE)方法
给予分离与纯化,从而限制了对分子结构的研究。
本实验采用 RP-HPLC和 MALDI-TOF质谱分析技术, 分离与鉴定海兔大脑神经节 ( cerebra l




酸性多肽 (AP)纯度为 98%; 2, 5-二羟基苯甲酸 ( DH B ) (美国 ICN生物医学公司 ) ;三氟乙酸、乙腈
(纯度为 99% )和冰醋酸等均为分析纯。其余试剂均为美国 S igma公司产品。
B ioTOF-Q型 HPLC-ESI-Q-TOF质谱仪 (德国 Burker公司 )和 Voyager DE-STR MALDI-TOF质谱仪
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2. 2. 1 海兔 CG分离 每只海兔净重为 200~ 300 g。海兔神经节剥离前,暂时喂养在 12 人工海水箱
中 2 d, 排泄出体内杂物和毒素等。根据海兔体重,按每 g换算成 mL方式, 注入海兔体内重约为一半体
积的 MgC l2 ( 390 nmo l/L )。等海兔机体软化后, 迅速解剖;在解剖镜下, 剥离海兔 CG, 并置于冰瓶中冷
冻备用。
2. 2. 2 CG匀浆液制备 配制丙酮-H2O-HC l( 48 50 2, V /V )提取液;取 800 L提取液与 20对海兔 CG
( 0 6 mg)混合,置于微量组织捣碎机内捣碎 CG成匀浆液, 以 20000 r /m in转速冷冻离心匀浆液 10m in;
收集上清液,弃去沉淀物。上清液必需通过直径为 0 4 m的分离膜去除微量杂质,冰冻备用。
2. 2. 3 CG多肽与酶蛋白分离纯化 采用 RP-HPLC技术分离 CG多肽与蛋白质组。 ( 1)取 CG匀浆上
清液 300 L,并通过孔径为 0 2 m分离筛进行预分离样品,收集过滤液, 备用; ( 2)以 C18层析分离柱的
HPLC为分离系统,采用反相梯度洗脱方式进行多肽与酶蛋白分离与纯化。洗脱液 A: 2%乙腈, 98%水,
0 1%甲酸和 0 02%三氟乙酸 ( TFA) ;洗脱液 B: 95%乙腈, 5%水, 0 1%甲酸和 0 02%三氟乙酸; ( 3)样
品注入体积 100 L,梯度洗脱所需的分离时间控制在 60m in,收集 50管样品,每管样品体积 300 L。
2. 2. 4 基质配制和质谱分析 实验所需的基质 DHB和 SA均采用二次重蒸水超声溶解 30m in,配制成
DHB或 SA饱和水溶液。DHB和 SA溶液分别用于测定多肽与酶蛋白的质谱特性。取分离液和基质溶
液 ( V /V= 1 1)混合 120 s, 取混合液 0 6 L滴在 MALD I-TOF质谱仪专用样品靶上,待样品自然干燥后,
放入样品靶于质谱仪靶箱内进行样品分析。样品分析测定选用 Voyager DE-STR MALD I-TOF质谱仪。
脉冲氮激光 ( 337 nm )作为离子解吸电离源。分析模型使用高分辨率延迟引出的反射模型 (多肽分析 )
和线性分析模型 (酶蛋白分析 )。实验所需的激光强度恒定在 2300 (内部单位 ), 加速电压控制在
20 kV, 平均每次测定样品的激光脉冲次数为 100次。采用高纯度 98%的酸性多肽 (m /z 2961 5)标定
多肽质谱峰位。
2. 2. 5 海兔 CG多肽与酶蛋白组成与分布 按 2. 2. 3节方法分离 CG多肽与蛋白质组, 收集分离样品






2. 2. 6 AP多肽酶 在化学合成过程中, AP产生一些分解产物, 为了减少该产物的干扰, 应对 AP进行
纯化。其方法为:取 800 L AP于透析袋中,将透析袋置于去离子弱酸 ( pH 4 5)水中进行恒温 ( 30 )
透析, 以除去 AP样品中分子量小于 2500Da的 AP分解产物或其他杂质; 透析过程中采用 MALD I-TOF
质谱技术监测 AP样品纯度。取经 RP-HPLC分离后的 CG样品 0 5 L与 0 3 L AP均匀混合后,置于
30~ 40 的水浴恒温器中反应 30m in,随后取 0 6 L样品置于质谱仪样品靶上。选择适当的激光强度
和线性分析模型分析 AP酶解产物,筛选 AP多肽酶。采用 Paw s软件进行分析与推算 L R酶解产物组






图 1是经透析后的 AP质谱图, 其质荷比测量范围为 999 0~ 6001 0之间, 涵盖着 AP可能存在各
种多聚态和分解产物的质量范围
[ 9]
。图 1显示 3个相对丰度较高的质谱峰, m /z分别为 1006 26、
1487 52和 2961 3。采用 ESI-Q-TOF质谱仪分析 m /z为 2961. 3质谱峰的多肽序列,发现该多肽一级结
构为 SSGVSLLTSNKDEEQRELLKA ISNLLD (分子量 2960 00D a) ,含有 3对 L L键,一对 S S键和一对
E E键, 符合酸性多肽 (M )的一级结构特征,分子式为 [M + H
+
] ,其他低丰度质谱峰均是 AP的分解产
物;其多肽序列分别为 SLLTSNKDEE (m /z 1006 26)和 SNKDEEQRELLK (m /z 1487 52) , 属于 AP合成
过程中的副产物。相对 AP含量,这两种短肽含量不仅微量, 而且不含 L R酰胺键断裂结构特征,因而
不干扰以 AP作为探针筛选 CG中是否含有 L R多肽内切酶的研究。
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图 1 经透析纯化后的 AP质谱图
F ig. 1 M ass spectrum of ac id ic peptide ( AP ) pur ified
w ith dialysis
3. 2 大脑神经节 AP酶解产物的结构特征
Phares等
[ 10]
从 1000只海兔分离到 6nmol的 CG




[ 11, 12 ]
。对经 RP-HPLC分离后的 50管 CG样品进
行逐一多肽与蛋白质组的组成分析, 质谱测定范围
(m /z )控制在 999 0 ~ 300000内。实验发现可获得
质谱峰信息约为 300 30种多肽和 150 20种酶蛋
白。采用 Paw s和 AP一级结构进行分析与比对时,
发现 CG分离样品中含有许多 AP的酶解产物,其中
部分 AP酰胺键断裂位点位于 L R处。
图 2 CG提取液经 RP-HPLC分离后第 26管样品的质
谱图
F ig. 2 M ass spectrum o f cerebra l gang lion( CG ) extrac-
tive samp les of No. 26 separated w ith reversed phase-high
perform ance liqu id chrom atography ( RP-H PLC)
图 2是 CG提取液中第 26管样品的多肽质谱
图。图中有 4个丰度较高的多肽质谱峰, m /z比分别
为 3912 62、4027 94、4039 01和 5085 16,均高于 AP
分子量 ( Da) , 不属于 AP的酶解产物; 但经 Paw s和
AP一级结构比对分析发现: m /z为 4039 01的质谱
峰所对应的多肽一级结构是以 2 ( NKDEEQRELL-






图 3是第 29管样品的多肽质谱图。m /z测量范
围在 1063~ 6993之间, 显示出 6个丰度较高的多肽
质谱峰, m /z 分别为 2623 81、3491 72、3508 04、
3800 01、3814 35和 5228 29。同样, 经 Paw s和 AP
一级结构进行比对分析,发现质荷比位于 3800 01和 3814 35处的 2个质谱峰所对应的多肽一级结构
分子式为 2(NK DEEQRELLKA ISNL)和 2( SGVSLLTSNKDEEQREL) ,也均以二聚体方式存在 CG中, 并
在酸性多肽 C端处的 L R和 L L产生了酰胺键断裂现象,而其它质谱峰所对应的多肽产物均不属于
AP的酶解产物。实验发现, AP酶解产物均以二聚体方式存在于 CG中 (见图 2和图 3)。当 AP酶解的
产物以单链 螺旋结构存在在 CG中,其 螺旋的疏水基团也易被水分子攻击而去折叠。然而二聚体
结构是一种线绕式 螺旋束结构,其分子结构稳定性要高于单链 螺旋结构。由此来看, 二聚体 AP酶
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解产物不仅能稳定于 CG中,而且可能具有特定的生理功能。实验对 50个 CG样品逐个分析,获得了图
4结果。图 4是第 38管样品多肽质谱图,显示出 m /z 2822 31和 3154 35的 2个丰度较高的多肽质谱
峰。经分析,其中 m /z为 3154 35的质谱峰反映出 AP的酶解产物特征, 即分子结构式为 2( LLTSNKDE-
EQREL), 具有二聚体结构特征,而其他 47管 CG提取液样品均未发现以 L-R酰胺键方式断裂的 AP酶






含有能酶解 AP中 L L酰胺键的金属多肽酶。但由于该酶含量甚微,限制进一步深入研究。本实验以
AP为探针, 以 MALD I-TOF质谱仪为分析手段, 对 CG经 HPLC分离后所收集 50管样品逐一加入 AP,筛
选 CG中是否含有超微量 L R酰胺键多肽酶。图 5是第 10管 CG分离样品中多肽酶催化 AP成短肽
化合物的质谱图。图 5有 13个丰度较高的多肽质谱峰。其中 m /z为 2000 41和 2400 31的质谱峰反
映出二聚体 AP酶解产物特征, 即分子结构式为 SNKDEEQRELLKA ISNLL和 SLLTSNKDEEQRELLKA I-
SNL,均为酸性多肽 C端的 L R ( L)酰胺键断裂所产生的产物, 而其他 49个样品均未发现能催化酸性
多肽L-R酰胺键分解的产物,说明第 10管 CG分离样品中含有酶解 L L或 L R的多肽酶。对第 10管
样品进行酶蛋白组成分析, m /z测定范围为 29999~ 300000。结果见图 6。从图 6可以看出,样品显示
出 3个丰度较高的酶蛋白质谱峰, m /z分别是 78218 25、15426 73和 253439 25。分析表明, m /z





模式。由于第 10管样品具有酶解 AP的 L R酰胺键能力, 因而认为该样品管内含有酶解
L R结构的多肽酶。对第 10管样品进一步分离纯化后,发现 m /z为 78218 25和 15426 73的样品具
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Study of ExceedM icro-endopeptidease and Enzymolysis Produces
of Acidic Peptide from theAplysia CerebralGanglion
byM ass Spectrom etry
L in Q ingm e i1, 2, Huang Hu iy ing1, 3, H uang H eqing* 1, 3, Ca i Zongw ei1, 3
1 ( The K ey L aboratory of Cell B io logy and Tum or Cell Engineer ing of M inistry of Educa tion, School of L ife Sciences)
2 ( S ta teK ey Laboratory of Marine Environm ental Science, Colleg e of O ceano-graphy and Environmen tal Science)
3 ( S ta teK ey Laboratory of Phys ical Chem istry of Solid Surface, Co llege of Chem istry &
Chem ical Eng ineering, X iam en University, X iam en 361005)
Abstract A cid ic peptide ( AP ) consist ing o f 27 residues of am ino ac ids w as synthesized by the peptide
synthetic instrumen,t and its primary structurew as further analyzed w ith electrospray ion izat ion-Q-tim e of f ligh t
( ESI-Q-TOF) mass spectrometer. The composition and d istribut ion o f the peptides and pro teome in Ap ly sia
cerebral ganglion w ere separated and identif ied by a comb ined of-f line techno logy of reversed phase-h igh per-
fo rmance liqu id chromatography ( RP-HPLC ) and matrix-assisted laser desorption ionization ( MALD I)-TOF
mass spectrom etry, respective ly. A lo t of enzymo lysis produces ofAP in cerebra l gang lion( CG ) w ere found,
w hich show ed a dipo lymermo lecu lar structure. Itw as not iced that the primary structure o f these peptidesw ere
found to share a sim ilar d ipo lymer structures w ith 2(NKDEEQRELLKA ISNLL)、2 ( NKDEEQRELLKA ISNL)、
2( SGVSLLTSNKDEEQREL) , and 2( LTSNKDEEQRELL) and to have same L R( am ino ac ids) residues o f
bound sp li.t U sing a combined method of AP as an probe andMALD I-TOF mass spectrometry as a ana ly tica l
techno logy, itw as found that therew as the exceedm icro-endopeptidease for enzymo lysis L R bound o fAP in
CG, indicating that itsmo lecularw eight w as 78218 25 Da. In addition, the ana ly tica lm ethod described here
is a lso fit for f ind ing composit ion and d istribut ion of the exceed m icro-peptide and endo-peptidease in various
organisms.
Keywords Ap ly sia, cerebral ganglion, acid ic pep tide, dipo lymer, endopep tidease
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